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Laburpena: Mikrotxipak diseinatu dira, besteak beste, itu-organismo, -ehun edo -ze-
lulen artean gertatzen diren transkriptoma- (genomatik transkribatzen edo irakurtzen ari 
diren geneen mRNA multzoa) -ezberdintasunak ikertzeko. Emaitza gisa, faktore estre-
satzaile ezberdinen jokatzeko modua edo jarraibidea ikertzea lortu da itsas organismoe-
tan, modu zabalean. Hori horrela, lan honen helburu nagusiak dira, batetik, arrainetan 
ingurune urtarretan ohikoak diren sustantzia kimikoen ekiteko modua aztertzen duten 
mikrotxipak laburbiltzea eta, bestetik, mikrotxipen inguruan dauden kritikak azaltzea».
Hitz-gakoak: arrainak, mikrotxipak, transkriptoma.
Abstract: Microarrays have been designed among others, to study transcriptomic dif-
ferences or differences in the mRNA that is being transcribed, between target organ-
isms, tissues or cells. As result, the transcriptional mode of action of different stress 
factors are been widely studied in aquatic organisms. Thus, the principal aim of this 
manuscript, is to summarize fish microarray studies that reveal the mode of action of 
chemical substances typically found in aquatic environments, as well as, to point out 
microarray studies derived criticisms.
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1.  SARRERA: MOLEKULA MAILAKO IKERKETEN 
EBOLUZIOA UR-EKOTOXIKOLOGIAN
Zientziaren arlo askotan erabiltzen dira gene-sekuentziak, bai marka-
tzaile goiztiar gisa aztertzen diren adierazpen aldaketak, bai gune kontser-
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bakorretako mutazioak. Ekotoxikologia arloan zehazki, ingelesezko «early 
warning» direlakoak erabiltzen hasi ziren estres baten eraginaren adierazle 
goiztiar gisa [1]. Biomarkatzaile izenarekin ezagunak diren adierazle goiz-
tiar mota hauen artean, gene-adierazpena, organismo batek ematen duen 
lehenengo erantzuna da estres edo arrotza den seinale baten aurrean. Hori 
dela eta, molekula mailako ikerketen hastapenetan, ekotoxikologoek ge-
neen adierazpenaren aldaketetan oinarritutako biomarkatzaileen bilaketari 
ekin zioten.
Arrainetan, molekula mailako biomarkatzaile gisa erabiltzen diren se-
kuentzia arruntenak ondorengoak dira: edozein droga edo kutsatzaileren 
efektua aztertzeko detoxifikazio-faseetako entzimak, tartean direla lehe-
nengo faseko P450 zitokromoko entzimak (A1 eta A3 zitokromoak), biga-
rren faseko glukosilazioaz arduratuko den entzima (glutation S-transferasa) 
eta hirugarren faseko ABC garraiatzaileak; kutsatzaile baten xenoestroge-
nizitate-efektua neurtzeko arrautzen biteloaren sintesiaz arduratuko den 
bitelogenina; metalen efektupean egondako arrainetan, metalak bahitzen 
dituen metalotioneina proteina; eta, azkenik, hipoxiapean egondako anima-
lietan induzitzen den hipoxiaren menpeko proteina. Zerrenda hau «n» aldiz 
luza daiteke, sekuentziazio- eta klonazio-teknikek ahalbidetu baitute mo-
lekula mailako biomarkatzaile berriak definitzea (ikusi ale honetako Diaz 
de Cerio eta Bilbao, 2015). Horrela, biomarkatzaile hauen gain- edo azpi-
adie raz pe nak PCR edo qPCR tekniken laguntzarekin ikertu ohi dira. Izan 
ere, teknika hau Europako kutsatzaileek/drogek eragindako efektuak iker-
tzeko jarraibide gisa onartua dago [2].
Arrainetan, 2000. urtetik hona, sekuentzia-andana handia lortu da (ikusi 
ale honetako Diaz de Cerio eta Bilbao, 2015). Bestalde, uste da biomarka-
tzaile ezberdinen azterketen baturak animaliaren osasunaren ideia orokorra 
emango duela [3]. Hori dela eta, gizakietan aspaldian erabiltzen hasi ziren 
mikrotxipak, alegia, kristalezko euskarri bati atxikitutako gene-sekuen-
tzien bilduma mikroskopikoak, hibridazio- eta fluoreszentzia-tekniken bi-
dez DNA zein RNA molekula osagarriak detekta ditzaketenak. Hasieran, 
zebra-arrainaren enbrioien garapena aztertzeko probatu ziren arrainetan [4] 
eta, ondoren, 2003 urtetik aurrera, tresna erabilgarri gisa zabaldu ziren eko-
toxikologian [5].
Mikrotxipei esker, era berean ikertu daitezke gene-sekuentzia ezberdin 
ugariren gain-adierazpena edo azpi-adierazpena. Horrela, arrain-zelulek 
pairatutako estresaren aurrean ematen duten erantzunaren inguruko ideia 
orokorragoa lortzen dugu. Hasieran ehunka gene aztertzeko plataformak 
azaldu ziren, baina denbora aurrera joan ahala eta sekuentziazio teknikak 
hobetu ahala, emendatuz joan zen mikrotxip-plataforma deritzen gene-se-
kuentzien kopurua (16K, 44K, 1G… etab). Gainera, geneen identifika-
zioak eta proteinen funtzioak elkarlotzeko tresna informatikoak ere garatu 
ziren. Ondorioz, mikrotxipetako gene multzoen aldaketetatik, bidezidor 
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metabolikoen eraentze posibleak aztertzera pasa zen. Beraz, kutsatzaileek, 
drogek edota estres fisiko-kimikoek arrainetan eragin ditzaketen aldaketa 
posibleak ondorioztatzea ahalbidetu da, bai eta berauen efektu posibleen 
inguruko hipotesiak plazaratzea ere. Gainera, molekula mailan gertatutako 
aldaketak antolaketa-maila biologiko bakoitzean neurtutako biomarkatzai-
leen aldaketekin alderatzean, erraztu egin da substantzia kimikoek / es-
tres fisiko-kimikoek eragin ditzaketen efektuen inguruko ideia orokor eta 
bateratua eraiki ahal izatea [6-9]. Beraz, aipatutako adierazle goiztiar edo 
«early warning» kontzeptuak eta mikrotxipek posible egiten duten era be-
reko gene multzoen azterketek bihurtu dute mikrotxipa ekotoxikologiako 
tresna indartsu.
2. MIKROTXIPAK EKOTOXIKOLOGIAN
Ekotoxikologia arloan zebra-arraina ez den beste arrain espezieetan 
erabilitako mikrotxipen artean, kutsatzaileen efektuen gaineko ikerketak 
eta akuikulturarekin lotutako ikerketak daude nagusiki. Azken horien ar-
tean, birus zein bakterioek eragindako zoldurek sortzen dituzten efektuak 
ikertzen dira, batik bat, zoldurok eragindako gaixotasunek arazo ekono-
miko larriak sor ditzaketelako. Ikerketa hauek guztiek patogeno batek or-
ganismoa zoldu ondoren, giltzurrun, gibel, area zein odol ehunetan era-
gindako aldaketak aztertzea dute helburu [10-12]. Hau guztia ikuspegi 
ekotoxikologiko batetik ere bada lagungarria, kutsatzaile asko, hidrokar-
buro aromatiko poliziklikoak besteak beste, immunomodulatzaileak bai-
tira [13].
Bestalde, aipatu bezala, mikrotxipei esker, substantzia kimiko askok 
eragiten duten molekula mailako efektua edo/eta sortzen duten efektuaren 
jarraibidea ezagutu dugu (eragiteko modua, edo ingelesezko «mode of ac-
tion» —MOA—). Orain arte argitaratutako azterketa gehienak substantzia 
kimikoen bana-banako azterketak dira (1 Taula). Esaterako, estradiol (E2) 
disruptore endokrinoaren pean egondako arrainetan, transkribatzen diren 
geneen mRNA multzoak profil edo transkriptoma zehatz bat azaltzen du: 
esteroideen bidezidorreko geneak eta lipidoen eta energia metabolismoko 
geneen adierazpen patroiak aldatuta daude [14-20]. Horrela, Danio rerio 
zebra-arrainean burututako azterketetan ere, arrainaren garapenean zehar 
eta arrain helduen organoetako profilak konparatuz, gai izan dira estradio-
lak dituen itu-geneak zehazteko eta, garapenean zehar, E2ak aktibaturiko 
transkripzio-profila ehun bakoitzerako espezifikoa dela zehazteko [21]. 
Bide horretan, itu-gene berriak zehazteko gai izan dira, esaterako, hartzaile 
estrogenikoak (esr1, 2a, edo 2b eta gper). Beraz, hemendik aurrera, geneon 
adierazpen maila estradiolaren efektua aztertzeko biomarkatzaile berri gisa 
erabili daiteke.
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Hala ere, existitzen diren sustantzia kimiko guztien MOAk azter-
tzea ezinezkoa da; batetik, merkatuan dagoen substantzia kimikoen ko-
purua izugarri handia delako eta, bestetik, egunero ari direlako berriak 
ekoizten. Gainera, kutsatzaileak ez ditugu banan-banan topatzen ingu-
runean, ur-ekosistemak hainbat gairen nahasketekin kutsatuta baitaude. 
Hori horrela, orain hamarkada bat argitaratu zen ur-ekosistemetan kutsa-
tzaileen jarraipena egiteko erabili zen lehenengo mikrotxiparen emaitza. 
Lan hartan, Erresuma Batuko bi Europar platuxa (P. flesus) populazio, 
bata Alde ibaikoa eta bestea Tyne ibaikoa aztertu ziren. Azken hori kro-
nikoki kutsatuta dago [5]. Mikrotxipen bidez, gai izan ziren Tyne ibaiko 
kutsaduraren ondorioz arrain populazio hartan gain-adierazten eta az-
pi-adierazten ziren geneak identifikatzeko. Gainera, eskuratutako gene-
profilen emaitzak bat zetozen kutsadurapean bizitako arrainetan ohiko 
diren gene-biomarkatzaileen adierazpen-profilekin. Horrekin guztiare-
kin, tresna hauek landako laginak aztertzeko eta kutsatzaileen nahaske-
tak aztertzeko erabilgarriak izan daitezkeela frogatu zuten. Beste lan ba-
tzuetan, jatorri ezezaguna duten ur-emariak aztertu dira, baina sustantzia 
kimiko guztien karakterizazioa banan-banan burutu ordez, arrain baten 
molekula mailako profil aldaketak aztertu izan dira mikrotxipen bidez. 
Horrela, mikrotxipei esker, eta Pimephales promelas arraina erabiliz 
(GEO datu-basean: GSE49098) kutsadura ezezaguna zuen ur-emari ba-
tean endokrinoki aktiboak diren sustantzia kimikoek eragiten dituzten 
geneen adierazpen aldaketak detektatu ahal izan dira. Beraz, uretan zein 
konposatu dagoen jakin gabe ur masa horren efektua estrogenikoa dela 
zehazteko, mikrotxipak tresna sentikorrak direla frogatu zen. Gainera, 
metodologia bera erabiliz, ur-zikinen isurketa-puntu ezberdinetan bizi 
den Pleuronichthys verticalis arrainetan eginiko molekula mailako az-
terketan, uretan konposatu estrogenikoak bazeudela ondorioztatu zuten. 
Arrainak jatorriz populazio ezberdinetakoak izan arren eta, beraz, gene-
tikoki heterogeneoak, eta ingurunea eta elikagai aukerak zein kutsadura 
mailak ezberdinak izan arren, arrainen odoleko hormonen kantitatearen 
igoera eta arrainen transkripzio-profilak zuzenki erlazionatu ahal izan 
zituzten [101].
Azkenik, espezieek pairatzen dituzten populazio-beherakaden zerga-
tiak aztertzeko ere erabili daitezke mikrotxipak, esate baterako aingiren ka-
suan. Kutsatutako ibaietan bizi diren aingiren ugaltze-arrakastaren azken 
urteotako beherapenaren arrazoi biologikoak ez daude argi. Hori aztertu 
nahian, kutsatutako bi lakutan bizi diren aingiren molekula mailako azter-
keta burutu da orain dela gutxi. Kutsatuen dagoen lakuko aingiretan, ener-
gia-ekoizpenaz eta mitokondrietako arnasketaz arduratzen diren entzimen 
geneen adierazpen maila baxua dela ohartu ziren. Hortaz, arnasketa me-
tabolismoa zuzenean neurtu ez bazuten ere, oro har, ugaltze-migraziorako 
prest zeuden aingiretan, kutsadurak energia gabezia eragiten zutela plaza-
ratu zuten [22].
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Hala ere, laburpen taulatik ondoriozta daitekeen moduan, landa-ikerke-
tak eta estres motak konbinatzen dituzten azterketak ez dira horren ohikoak 
oraindik.
3. ARRAINEN MIKROTXIPEN AZTERKETA DATU-BASEETAN
Mikrotxipen garrantzia zein denboran zehar izan duten eboluzioa azter-
tzeko, National Center for Biotechnology Information (NCBI) izeneko Zen-
troan/Ikergunean arrainen mikrotxipak bilatu dira bi garaitan geneen adie-
razpenean oinarritutako esperimentuen «GEO DataSets» datu gordailuan.
2014ko maiatzean «arrain» terminoa, eta zehazki arrain hezurdunen 
klasea biltzen duen eta sailkapen zientifikoan erabiltzen den «Actinop-
terygii» terminoa bilatuz gero, 16.998 sarrera zeuden guztira. Horietatik, 
15.760 sarrera mikrotxipak erabiltzen zituzten proiektuetan hibridatutako 
arrain-laginei zegozkien; 884 sarrera, berriz, mikrotxip-serieei, hau da, es-
perimentu berean erabilitako lagin-bildumen zehaztasunei; eta gainontzeko 
334 sarrerek arrainen mikrotxip-plataformen edo gene-sekuentzien eus-
karrien diseinuak azaltzen zituzten. Serieen atalean gehien aipatzen diren 
lehen 10 arrain espezieak hurrengoak dira (1 Irudia): zebra-arraina (Da-
nio rerio), amuarraina (Oncorhynchus mykiss), izokina (Salmo salar), Pi-
mephales promelas, Oncorhynchus tshawytscha, Coregonus clupeaformis, 
Osmerus mordax, Fundulus heteroclitus, karpa arrunta (Cyprinus carpio), 
Saparus aurata. Horietatik 4 salmoniformeak dira, eta 3, zipriniformeak.
Zortzi hilabete geroago bilaketa bera eginez gero, 17.033 lagin, 963 se-
rie, eta 360 plataforma daude. Serieen artean gertatutako igoera (+80), ba-
tez ere zebra-arrainetan burututako ikerketen ondorioa da. Izan ere, 47 se-
rie/esperimentu berri plazaratu dira; beraz, orain guztira zebra-arrainaren 
535 serie daude (1 Irudia). Diseinatutako 360 plataformetatik cyprinifor-
meen ordenekoak dira 189, eta talde honetan, besteak beste 157 plataforma 
dituen zebra-arraina dago. Zebra-arraina arrain modeloa dugu, hau da, la-
borategian mantentzeko eta hazteko erraza da eta gorputz gardena du ga-
rapenean zehar; gainera, biziki ikertu denez, genoma ere ezaguna du (ikusi 
ale honetako Diaz de Cerio eta Bilbao, 2015). Beraz, mikrotxipak gara-
tzen dituzten konpainiek zebra-arrainarekin erabiltzeko espezifikoak diren 
mikrotxip-plataforma komertzialak saltzen dituzte. Horrek asko errazten 
du ikertzailearen lana; batetik, mikrotxipa diseinatzearen pausua aurrez-
ten baitute, eta bestetik, ondoren egin behar diren funtzionaltasunaren in-
guruko azterketak ere ahalbidetzen baitira. Azken batean, arrainen artetik, 
Danio rerio zebra-arraina da geneen inguruko informazio ezagun gehien 
duen arraina. Bestalde, zebra-arrainaren ostean, mikrotxip-esperimentu 
gehien dituzten beste bi espezieak salmoniformeak dira, izokina eta amua-
rraina alegia, eta akuikulturan duten balio ekonomikoa dela eta, sakon az-
tertu dira.
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1. irudia. —2014ko maiatzetik 2015eko urrira— NCBIko GEO DataSets datu-
baseak izan dituen arrain espezie bakoitzeko mikroarrai-azterketa sarrerak. Zu-
tabeak datuen ehunekoak dira. Kolore-degradazioak denbora tarte bakoitzari da-
gozkio: ilunena 2014ko maiatzeko datuei, argiagoa 2014ko abenduko datuei, eta 
argiena 2015eko urriko datuei. Kolore ezberdinek arrain espezie bakoitza zein or-
denari dagokion azaltzen dute. Zutabe barruko datu zuriak datu gordinen balioak 
dira.
Gainera, sekuentziazio ugariari esker, azken urteotan arrain askoren se-
kuentziak lortu dira eta horrek nabarmen emendatu ditu mikrotxipen bi-
dezko azterketen argitaratzeak. Beraz, datozen urteotan modelo ez diren 
arrainen kasuan ere, datu-baseetako lagin, serie eta plataforma kopurua na-
barmen emendatzea espero da, komertzialki diseinatutako euskarriak zein 
ikertzaileak berak diseinatutako euskarriak direla bide.
4.  EKOTOXIKOLOGIAN MOLEKULA MAILAKO AZTERKETAK 
ERABILTZEAREN AURKAKO AHOTS KRITIKOAK
Orain gutxi arte, sekuentziatutako arrainak mikrotxipak diseinatzeko 
erabili izan dira. Zergatia ingelesezko «high throughputing» delakoa da. 
Teknika multzo horrek aldi berean ehunka edo milaka gene aztertzeko au-
kera ematen du eta. Ur-ekotoxikologian, adibidez, abantailatsua da; izan 
ere, zenbat eta itu gehiago neurtu orduan eta organismoaren/populazioaren 
osasun egoera ondorioztatzeko aukera handiagoa baitago. Kasurik onenean, 
biomarkatzaile ezberdinen bateria edo multzoak antolaketa maila biologiko 
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ezberdinetako neurketak bilduko ditu: molekula, zelula, ehun, eta orga-
nismo mailakoak, alegia [118]. Mikotxipek, ordea, molekula mailako ikus-
pegia besterik ez digute ematen, ez baita lortu geneen profil zehatza efektu 
zehatzekin zuzenean lotzea. Hala ere, mikrotxipen profilen emaitzek eta 
geneen bidezidorren aberaste analisiek efektu metaboliko zein fisiologi-
koen inguruko hipotesiak sortzea ahalbidetzen dute, eta organismoak/ani-
maliak azal ditzakeen osasun aldaketak balioztatzen laguntzen dute.
Nahiz eta kutsatzaileen efektuaren gaineko hipotesiak sorrarazteko po-
tentziala baduten, kutsaduraren jarraipenerako erabili den mikrotxip ko-
purua urria da oraindik, 1. taulan laburtu den moduan. Izan ere, asko dira 
metodo honekin kritikoak diren ahotsak; organismo baten gene mailako al-
daketetatik ondoriozta al daitezke organismo horrek bere ingurunean paira-
tzen dituen kutsatzaileen efektuak? Hau da, nola dakigu moldaera bat ez ote 
den? Edo/eta erantzun itzulgarri bat ote den? Gainera, geneen adierazpen 
mailatik organismo osoaren egoera biologikoa zehaztea ez da erraza [119]. 
Kritika horiek isilarazi eta mikrotxipen baliagarritasuna erakutsi nahian, 
konparazioak egin izan dira antolaketa maila ezberdinetan. Horrela, Vi-
dal-Dorsch eta bere taldea gai izan ziren 2012an gibeleko transkriptomako 
aldaketak Gillichthys mirabilis arrainaren egoera biologikoarekin erlazio-
natzeko. Gibelean neurtutako transkripzio mailen aldaketek, zehazki 75 ge-
nerenek, hazkuntza eta immunitate erantzuna gauzatzen ari zela adierazten 
zuten eta aldaketok gonadetan behatutako patologiarekin bat zetozen.
Bestalde, mikrotxipetatik eskuratutako geneen profil-aldaketei egotzi-
tako funtzioak ugaztunetan dugun informazioaren araberakoak dira. Hau 
da, gene baten funtzioaren esleipena edo anotazioa ugaztunetan eginiko 
azterketetan oinarritzen da, salbuespenak salbuespen. Gaur egun, arrain 
baten gene-sekuentzia berriaren identifikazioa datu-baseetan dagoen in-
formazioarekin alderatuz egiten da; sekuentziok homologia handia baldin 
badute, sekuentzia berdina izan daitekeela onartzen da, eta, beraz, funtzio 
bera izango dutela. Hortaz, beste behin, informazioa guztiz hipotetikoa da. 
Zein puntutaraino dira ugaztunak eta arrainak konparagarriak? Bi animalia 
taldeetan konposatu kimiko batek gene baten gain-adierazpena/azpi-adie-
razpena eragiteak ez du esan nahi bietan erantzun berdina eragingo duenik. 
Izan ere, gene bat beraren funtzioa ezberdina izan daiteke animalia batetik 
bestera. Hori dela eta, zenbat eta arrainen genoma edo arrainen transkrip-
toma gehiago ezagutu orduan eta espeziearekiko espezifikoak diren geneen 
isoforma eta gene-sekuentzia gehiago ezagutuko dira, eta berauen funtzio-
naltasuna ezagutzeko aukera handiagoa izango da.
Ikuspuntu kritiko hauek ez dira mikrotxipen esparrura mugatzen; gaur 
egun, sentikorragoak diren eta kuantitatiboak diren sekuentziazio-teknika 
berriei ere esleitu dakieke. Dela metodo bat dela bestea, ekotoxikologia ar-
loan ikerketa gehiago beharko lirateke batez ere, estres mota ezberdinen 
nahasketek edo inguruneko aldagaien konbinazioek eragiten dituzten mo-
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lekula mailako aldaketak eta ondorio biologikoak elkarlotzeko. Erakutsi 
bezala, beharrizan hau aldarrikatzen duten ikertzaileak gero eta gehiago 
dira [120-121]. Hau da, kutsaduraren jarraipenean, molekula mailatik abia-
tuta ekosistema mailara estrapolatzeko gaitasuna sakonago landu behar da, 
erabilitako molekula mailako biomarkatzaile goiztiarrek benetako balio 
ekologikoa izan dezaten.
Beraz, mikrotxipak lagungarriak dira ekotoxikologian, hipotesi berriak 
eraikitzen laguntzen dute, baina konparatiboagoa den molekula mailako 
zientzia baten beharrean aurkitzen gara. Batetik, konparazio horizontala 
bermatzen duena, espeziearekiko espezifikoak diren aldaketak aztertuko 
dituena: gene berriak, isoforma ezberdinak, mutazioak eta abar zehaztuko 
dituena. Bestetik, konparazio bertikala: molekula mailan ikusten den es-
pezie bakoitzaren gene-profilen aldaketek funtzio mailan esan nahi dutena 
hobeto zehazteko, bai eta efektuak hobeto estrapolatzeko ere.
Metodo posible hauen artean, RNA-seq delakoak mikrotxipak ordezka-
tuko dituela zabaltzen hasia da. Izan ere, badirudi RNA-seq-ak mikrotxipen 
mugetako batzuk gainditzen dituela high throughput sekuentziazio teknolo-
gien bidezko transkriptoak sekuentziatzean; besteak beste, RNA-seq ez da 
oinarritzen genomen/transkriptomen anotazioetan eta, beraz, transkripto 
berriak azter daitezke maila baxuan adierazi arren, ez ditu hibridazio ez-es-
pezifikoen desabantailak, eta aleloen menpeko espresioa aztertzea egiten 
du posible [122]. Hala ere, RNA-seq teknologia berriegia da ikertzaile as-
korentzat oraindik, analisiak mikrotxipak baino garestiagoak dira eta da-
tuen metaketa eta analisia konplexua. Beraz, badirudi muga hauek gainditu 
bitartean, mikrotxipen erabilpena nagusi izango dela oraindik [122].
5. LABURDURA ZERRENDA
K: kilo.
G: Giga.
GEO: Ingelesezko «Gene Expression Omnibus» datu-basea.
NCBI: Ingelesezko «National Center for Biotechnology Information» datu-basea.
PCR: Ingelesezko Polymerase Chain reaction, euskeraz, Polimerasak kateatu-
tako erreakzioa.
qPCR: PCR kuantitatiboa.
PAH: ingelesezko Policyclic aromatic hydrocarbon, euskeraz, hidrokarburo po-
lizikliko aromatikoa.
MOA: ingelesezko «Mode of action», euskerazko jarraibidea edo eragiteko mo-
dua.
E2: etinil estradiola.
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